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Uso de inhibidores de receptores de S1P para el 
tratamiento de la estenosis aórtica calcificada. La 
presente invención se refiere al uso de al menos un 
inhibidor de los receptores de esfingosina-1-
fosfato(S1P), preferiblemente de los receptores 
S1P1,S1P3, S1P4 o S1P2, para la elaboración de un 
medicamento para la prevención y/o el tratamiento 
de la estenosis aórtica calcificada. Más 
preferiblemente el inhibidor es un antagonista o un 
ARN de interferencia. 
 Uso de inhibidores de receptores de S1P pare el tratamiento de la 
estenosis aortica calcificada  
 
 
La presente invencion se encuentra dentro del campo de la biomedicina. 
5 Especificamente, se refiere al uso de al menos un inhibidor de los receptores 
de esfingosina-1 -fosfato (Si P), preferiblemente de los receptores Si P1, S1132,  
Si P3, 0 Si P4, para la elaboracion de un medicamento para la prevencion y/o el 
tratamiento de la estenosis aortica calcificada. 
10 ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR 
La estenosis aortica degenerativa calcificada es la enfermedad valvular mas 
frecuente en los 'Daises desarrollados, esta asociada a una elevada morbi-
mortalidad y se espera que su incidencia aumente dada el progresivo 
15 envejecimiento de la poblacion. 
La estenosis aortica calcificada es una enfermedad degenerativa caracterizada 
par fibrosis y calcificacion de la valvula aortica que puede impedir el desarrollo 
normal de la vida del paciente; es la valvulopatia mas frecuente en los 'Daises 
20 desarrollados y su prevalencia aumenta can la edad (Blase A, e t al. 2009, 
Lancet, 373: 956-66; Yetkin E, e t al. 2009, Int J Cardiol, 135: 4-13; O'Brien KD. 
2006, Arterioscler Thromb Vasc Biol, 26: 1721-1728; Newby DE, e t al. 2006, 
Heart, 92: 729-734). Esta enfermedad evoluciona lentamente, aunque cuando 
los sIntomas aparecen, la progresion es rapida y si no hay sustituci6n valvular 
25 antes de 3 anos la tasa de mortalidad supera el 50%. Se conocen varios 
aspectos de su patogenia y se han descrito varias moleculas pro-inflamatorias 
y pro-osteogenicas can papel relevante en la enfermedad, aunque aim no se 
ha encontrado la diana farmacologica de aplicacion en la clinica. Se ha descrito 
la contribucion de procesos de inflamacion cronica y de calcificacion tanto en el 
30 inicio coma en la progresion de la enfermedad. En lesiones valvulares se ha 
detectado la infiltracion de colulas inflamatorias, depositos de lipidos oxidados, 
y la expresion de citocinas y metaloproteinasas. Las valvulas cardiacas constan 
de una matriz extracelular y el contenido celular lo forman colulas endoteliales y 
colulas intersticiales, estas Oltimas can capacidad de diferenciarse a 
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osteoblastos in vitro bajo la influencia de diferentes mediadores, y se piensa 
que son las candidatas a promover la calcificacian caracterfstica de la 
enfermedad (Osman L, et al. 2006, Circula tion, 114[suppl I]: 1-547-1-552). La 
patogenia de la estenosis abrtica calcificada presenta similitudes 
5 etiopatogenicas can el proceso ateroscleratico (Yetkin E, et al. 2009, Int J 
Cardio!, 135: 4-13; O'Brien KD. 2006, Arterioscler Thromb Vasc Biol, 26: 1721- 
1728). En un estudio multietnico de aterosclerosis se ha asociado a sICAM-1, 
que es la forma soluble de la molecula de adhesi6n ICAM-1, can un aumento 
de la prevalencia y la severidad de la calcificacian de la valvula a6rtica 
10 (Shavelle et al. 2008, J Heart Valve Dis, 17: 388-395), que es una caracterfstica  
de la estenosis abrtica calcificada (Yetkin E, et al. 2009, Int J Cardio!, 135: 4-13; 
O'Brien KD. 2006, Arterioscler Thromb Vasc Biol, 26: 1721-1728). 
En la actualidad el Unica tratamiento efectivo de la enfermedad es el 
15 reemplazamiento quirOrgico de la valvula abrtica. Se han desarrollado terapias 
experimentales inicialmente prometedoras, coma el uso de los inhibidores de la 
enzima convertidora de angiotensina o el tratamiento can estatinas que inhiben 
la HMCoA reductasa y reducen los niveles de colesterol. Sin embargo estas 
estatinas, a pesar del potencial terapeutico mostrado en modelos animales y en 
20 un estudio preliminar en pacientes (Yetkin E, et al. 2009, Int J Cardio!, 135: 4- 
13, Moura et al. 2007, Am Coll Cardio!, 49: 554-561), mostraron escasa eficacia 
en dos ensayos clfnicos de doble ciego en pacientes (Cowell SJ, et al. 2005, N 
Engl J Med, 352: 2389-2397; Rossebo Aft et al. 2008, N Engl J Med, 359: 
1343-1356). 
25 
Par otra parte, se sabe que la esfingosina 1-fosfato (51P) es un mediador 
lipfdico inflamatorio can potentes efectos en migracian y proliferacian celular 
que juega un papel importante en la regulacian de los sistemas cardiovascular 
e inmune y en la patogenia de enfermedades coma la aterosclerosis (Means y 
30 Brown, 2009, Cardiovasc Res, 82: 193-200; Fyrst H, et al. 2010, Nat Chem Biol. 
6: 489-497). Las funciones de 51P varfan segOn el tipo celular y el subtipo de 
receptor expresado, y se sabe que en el coraz6n juega un papel en la 
supervivencia celular y es cardioprotector en modelos experimentales de 
isquemia/reperfusion (Means y Brown, 2009, Cardiovasc Res, 82: 193-200; 
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Alewijnse et al. , 2008. Eur J Pharmacol. , 585: 292-302). La S1P se une a 
receptores de membrana denominados receptores de S113, o EDG segOn la 
antigua nomenclatura; en mamiferos se han descrito cinco receptores 
S1P/EDG: S1Pi/EDG1, S1P2/EDG5, S1P3/EDG3, S1P4/EDG6, S1P5/EDG8 
5 (Rivera J , et al. 2008, Nat Rev lmmunol, 8: 753-763; Chun J , et al. 2010, 
Pharmacol Rev , 62: 579-587). Estos receptores no han sido relacionados con 
la prevencion y/o tratamiento de la estenosis aortica calcificada. 
For tanto, en la actualidad no existe ningOn farmaco para la prevencion y/o el 
10 tratamiento efectivo de la estenosis aortica calcificada. Como consecuencia, es 
necesaria la bUsqueda de nuevos blancos farmacologicos con relevancia 
clinica que puedan usarse tanto para el tratamiento como para la prevencion de 
la estenosis aortica calcificada. 
15 
DESCRIPCIoN DE LA INVENCIoN 
La presente invencion se refiere al uso de inhibidores de receptores de Si F, 
preferiblemente un antagonista o un siRNA de dichos receptores para la 
20 elaboracion de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de la 
estenosis aortica calcificada. Preferiblemente los receptores son S1 Pi, Si 1325  
Si P3, 0 Si P4 
Ante la falta de estrategias terapeuticas efectivas para el tratamiento 
25 farmacologico de la estenosis aortica degenerativa calcificada, la presente 
invencion proporciona una solucion al problema de prevencion y/o tratamiento 
de esta enfermedad mediante el uso de inhibidores de los receptores de Si F, 
preferiblemente de los receptores S1 Pi, Si P2, Si P3, 0 S1134). Los resultados 
proporcionan una nueva diana terapeutica que puede ser usada para prevenir 
30 y/o reducir tanto la inflamacion cronica como la calcificacion asociadas a la 
estenosis aortica calcificada. 
La presente invencion presenta las siguientes ventajas respecto del estado de 
la tecnica: 
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- En la presente invencion se ha demostrado que hay un efecto sinergico en la 
activacion de los receptores S1131, Si F2, Si P3, 0 Si P4 conjuntamente con el 
receptor de la inmunidad innata tipo Toll (TLR)-4, resultando en un aumento 
5 exponencial de ciclooxigenasa (COX)-2, reconocido marcador anti-inflamatorio, 
en colulas intersticiales de valvulas cardiacas. El bloqueo de esta sinergia, 
disminuye la inflamacion mediada por COX-2, y podria bloquear la inflamacion 
asociada a la estenosis aortica calcificada. 
10 - Ademas en la presente invencion se demuestra un efecto aditivo de los 
receptores de S113 junto con el receptor TLR4 en lo que respecta a la 
calcificacion in vitro asociada a estenosis aortica, con lo que bloqueando los 
receptores de S113, preferiblemente los receptores S1131, Si P2 0 Si P3 
adicionalmente se disminuye dicha calcificacion. 
15 
- Adicionalmente se demuestra que el aumento de la expresion de ICAM-1 y de 
su forma soluble 5ICAM-1, un biomarcador asociado a la prevalencia y 
severidad de la calcificacion de la valvula aortica que subyace a la estenosis 
aortica calcificada, se produce como consecuencia de la activacion conjunta de 
20 los receptores de Si P y TLR4 en colulas intersticiales de valvulas cardiacas. 
Como consecuencia, el uso de antagonistas de los receptores de S113, 
preferiblemente de los receptores S1131, S1132, Si P3 0 Si P4 evitaria la 
agravacion de la estenosis a6rtica calcificada. 
25 For tanto, la presente invencion proporciona el uso de antagonistas de los 
receptores de esfingosina 1-fosfato (SIP), preferiblemente de los receptores 
Si P1, Si P2, Si P3 0 Si P4 para bloquear de forma simultanea la inflamacion y 
calcificacion que subyacen a la estenosis a6rtica calcificada y como 
consecuencia, para prevenir y/o tratar dicha enfermedad, para la que 
30 actualmente no existe terapia farmacologica efectiva. 
Un aspecto de la presente invencion se refiere al uso de al menos un inhibidor 
de un receptor de S113 (el articulo "un" debe interpretarse como articulo 
indefinido), es decir, al uso de al menos un inhibidor del receptor Si P1, S1132,  
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Si 133, Si P4 0 Si 135, o de cualquier combinacion de inhibidores, para la 
elaboracion de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de la 
estenosis aortica calcificada. En adelante, para referirnos al uso descrito en 
este parrafo se puede emplear el termino "uso de la presente invencion" o "uso 
5 de la invencion". 
En la presente invencion no se muestran resultados de inhibicion del receptor 
Si 135. Al igual que ocurre can el receptor Si P4 par el momenta no hay 
disponibles inhibidores quimicos para estos receptores. A modo de ejemplo, en 
10 la presente invencion se muestran resultados de inhibicion del receptor Si P4 
can la tecnologia de ARN de interferencia. Teniendo en cuenta la similitud 
estructural y funcional can respecto al resto de inhibidores Si P ensayados en 
la presente invencion, es esperable que la inhibicion de la funcion de Si P5 par  
medios conocidos par el experto en la materia, es decir, par medios que no 
15 requieran un paso inventivo, o experimentacion indebida, coma par ejemplo el 
diseno de ARN de interferencia capaces de inhibir o disminuir la actividad del 
mismo, proporcione el mismo efecto tecnico descrito para la inhibicion del resto 
de receptores. 
20 Los inhibidores pueden ser especificos de un tipo de receptor S-113, 
preferiblemente de los receptores S1131, Si 132, Si P3 0 Si P4, pueden inhibir dos, 
tres o cuatro de ellos. La inhibicion puede producirse en un rango de 
concentracion optima del inhibidor correspondiente. Es decir, mientras que un 
rango de concentracion puede inhibir a un receptor, es posible que la inhibicion 
25 de otro receptor se produzca a una concentracion que no se encuentre en 
dicho rango. 
El termino "inhibidor del receptor de S-113" tal coma se utiliza en la presente 
invencion, se ref iere a una molecula que se une a cualquiera de los receptores 
30 de S-113, preferiblemente de los receptores S-1131, Si F2, Si P3 0 Si P4 y  
disminuye la expresion y/o actividad del receptor al que se une, y/o su 
senalizacion intracelular. 
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El inhibidor se selecciona de la lista que comprende, pero sin que sirva de 
limitacion, antagonistas (preferiblemente quimicos), ARN de silenciamiento o 
anticuerpo especifico para el receptor correspondiente (preferiblemente el 
anticuerpo es monoclonal), en la presente invencion este anticuerpo puede 
5 denominarse anticuerpo neutralizante del efecto de Si P. Se ha descrito el 
posible papel terapeutico de anticuerpos que neutralizan el efecto de S1P en 
cancer (Huwiler A y Pfeilschifter J, 2008. Biochem Pharmacol, 75: 1893-1900; 
Visentin B et al. 2006 Cancer Cell, 9:225-38). 
10 En la presente invencion se demuestra de forma clara y no ambigua que 
mediante la inhibicion especifica de los receptores S1131, Si P2, Si P3 0 Si P4 se  
consiguen reducir los parametros indicadores de la inflamacion y calcificacion 
asociada a la estenosis aortica calcificada. En los ejemplos de la presente 
invencion se demuestra que los antagonistas quimicos y diferentes ARN de 
15 silenciamiento, especificos para dichos receptores, solucionan el problema 
tecnico de la presente invencion, suponiendo estos ejemplos una demostracion 
clara de que inhibidores de muy diferente naturaleza tienen el mismo efecto 
tecnico, por tanto la presente invencion no debe limitarse al uso de los 
inhibidores concretos ensayados sino que debe referirse a otros inhibidores 
20 conocidos para los receptores S1131, S1132, Si P3 0 Si P4 en la fecha de 
presentacion de la presente invencion. En definitiva, la presente invencion 
aporta al estado de la tecnica que la inhibicion de dichos receptores, mediante 
cualquier medio o producto, es Otil en la prevencion y/o tratamiento de la 
estenosis aortica calcificada. 
25 
El termino "estenosis aortica calcificada" se refiere a una enfermedad 
degenerativa de la valvula aortica causada por la calcificacion degenerativa de 
las cOspides aorticas, es decir, la estenosis aortica calcificada esta 
caracterizada por el engrosamiento y la calcificacion de las valvas de la valvula 
30 aortica y el consiguiente estrechamiento del orificio valvular del corazon, 
dificultando de esta manera el flujo de sangre desde el ventriculo izquierdo 
hacia la aorta respecto de un individuo sano que no padece dicha enfermedad. 
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El termino "tratamiento" tal coma se entiende en la presente invencion se 
refiere a combatir los efectos causados coma consecuencia de una 
enfermedad o condici6n patologica de interes en un sujeto (preferiblemente 
mamifero, y mes preferiblemente un humano) que incluye: 
5 (i) inhibir la enfermedad o condicion patologica, es decir, detener su 
desarrollo; 
(ii) aliviar la enfermedad o la condicion patologica, es decir, causar la 
regresion de la enfermedad o la condicion patologica o su sintomatologia; 
(iii) estabilizar la enfermedad o la condicion patologica. 
10 
El termino "prevencion" tal coma se entiende en la presente invencion consiste 
en evitar la aparicion de la enfermedad, es decir, evitar que se produzca la 
enfermedad o la condicion patologica en un sujeto (preferiblemente mamifero, y 
mes preferiblemente un humano), en particular, cuando dicho sujeto tiene 
15 predisposicion par la condicion patologica. 
El medicamento al que se refiere la presente invencion puede ser de uso 
humano o veterinario. El "medicamento de uso humano" es toda sustancia o 
combinacion de sustancias que se presente coma poseedora de propiedades 
20 para el tratamiento o prevencion de enfermedades en seres humanos o que 
pueda usarse en seres humanos o administrarse a seres humanos con el fin de 
restaurar, corregir o modificar las funciones fisiologicas ejerciendo una accion 
farmacologica, inmunologica o metabolica, o de establecer un diagnostico 
medico. El "medicamento de uso veterinario" es toda sustancia o combinacion 
25 de sustancias que se presente coma poseedora de propiedades curatives o 
preventives con respecto a las enfermedades animales o que pueda 
administrarse al animal con el fin de restablecer, corregir o modificar sus 
funciones fisiologicas ejerciendo una accion farmacologica, inmunologica o 
metabolica, o de establecer un diagnostico veterinario. Tambien se 
30 consideraren "medicamentos veterinarios" las "premezclas para piensos 
medicamentosos" elaboradas para ser incorporadas a un pienso. 
Opcionalmente, el medicamento de la presente invencion comprende, al 
menos, un vehiculo y/o un excipiente farmaceuticamente aceptables. 
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8
 
 
 
El termino "excipiente" hace referencia a una sustancia que ayuda a la 
absorcion de cualquiera de los componentes de la composicion de la presente 
invencion, estabiliza dichos componentes o ayuda a la preparacion de la 
5 cornposicion farmaceutica en el sentido de darle consistencia o aportar sabores 
que lo hagan mas agradable. Asi pues, los excipientes podrian tener la funci6n 
de mantener los componentes unidos como por ejemplo almidones, azkares o 
celulosas, funcion de endulzar, funcion de colorante, funcion de proteccion del 
medicamento como por ejemplo para aislarlo del aire y/o la humedad, funcion 
10 de relleno de una pastilla, capsula o cualquier otra forma de presentacion como 
por ejemplo el fosfato de calcio dibasico, funcion desintegradora para facilitar la 
disolucion de los componentes y su absorcion en el intestino, sin excluir otro 
tipo de excipientes no mencionados en este parrafo. For tanto, el termino 
"excipiente" se define como aquella materia que, incluida en las "formas 
15 galenicas", se anade a los principios activos o a sus asociaciones para 
posibilitar su preparacion y estabilidad, modificar sus propiedades 
organolepticas o determinar las propiedades fisico-quimicas de la composicion 
farmaceutica y su biodisponibilidad. El excipiente "farmaceuticamente 
aceptable" debe permitir la actividad de los compuestos de la composicion 
20 farmaceutica, es decir, que sea compatible con dichos componentes. 
La "forma galenica o forma farmaceutica" es la disposicion a que se adaptan 
los principios activos y excipientes para constituir un medicamento. Se define 
por la combinaci6n de la forma en la que la composici6n farmaceutica es 
25 presentada por el fabricante y la forma en la que es administrada. 
El "vehiculo" o portador, es preferiblemente una sustancia inerte. La funcion del 
vehiculo es facilitar la incorporacion de otros compuestos, permitir una mejor 
dosificacion y administracion o dar consistencia y forma a la composicion 
30 farmaceutica. For tanto, el vehiculo es una sustancia que se emplea en el 
medicamento para diluir cualquiera de los componentes de la composicion 
farmaceutica de la presente invencion hasta un volumen o peso determinado; o 
bien que aim sin diluir dichos componentes es capaz de permitir una mejor 
dosificacion y administracion o dar consistencia y forma al medicamento. 
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Cuando la forma de presentacion es liquida, el vehiculo farmaceuticamente 
aceptable es el diluyente. 
Ademas, el excipiente y el vehiculo deben ser farmacologicamente aceptables, 
5 es decir, que el excipiente y el vehiculo este permitido y evaluado de modo que 
no cause dano a los organismos a los que se administra. 
For otra parte, el medicamento descrito, ademas de dicho vehiculo y/o 
excipiente, comprende opcionalmente otra sustancia activa. Ademas del 
10 requerimiento de la eficacia terapeutica, donde dicha composicion farmaceutica 
puede necesitar el uso de otros agentes terapeuticos, pueden existir razones 
fundamentales adicionales que obligan o recomiendan en gran medida el uso 
de una combinacion de un compuesto de la invencion y otro agente 
terapeutico. El termino "principio activo" es toda materia, cualquiera que sea su 
15 origen, humano, animal, vegetal, quimico o de otro tipo, a la que se atribuye 
una actividad apropiada para constituir un medicamento. 
En cada caso la forma de presentacion del medicamento se adaptara al tipo de 
administracion utilizada, por ello, la composicion de la presente invencion se 
20 puede presentar bajo la forma de soluciones o cualquier otra forma de 
administracion clinicamente permitida y en una cantidad terapeuticamente 
efectiva. El medicamento descrito en la invencion se puede formular en formas 
solidas, semisolidas, liquidas o gaseosas, tales como comprimido, capsula, 
polvo, granulo, ungOento, solucion, supositorio, inyeccion, inhalante, gel, 
25 microesfera o aerosol. El medicamento se puede presentar en una forma 
adaptada a la administracion oral, sublingual, nasal, intracatecal, bronquial, 
linfatica, rectal, transdermica o inhalada, pero sin limitarse a estas formas. For otra 
parte, el inhibidor de los receptores de S-113 de la presente invencion, 
preferiblemente de los receptores Si 131, Si P2, Si P3 0 Si P4, puede ir asociado, 
30 por ejemplo, pero sin limitarse, con liposomas o micelas. 
Una realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso de la 
invencion, donde el inhibidor es un antagonista, o cualquiera de sus sales, 
isomeros o solvatos farmaceuticamente aceptables. El antagonista de la 
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presente invencion es de tipo quimico. El antagonista es un compuesto que se 
une a un receptor de Si P, preferiblemente a los receptores S1131, Si P2, Si P3 0 
Si P4, y actba como un antagonista funcional bloqueando parcial o totalmente 
su activacion por los agonistas. 
5 
El antagonista de la presente invencion, puede existir en forma de 
enantiomeros o diasteregmeros. En la presente invencion tambien se 
contempla el uso de solvatos del antagonista (como por ejemplo, pero sin 
limitarse, hidratos), prodrogas (singnimo de profarmacos), o claratos. Las sales 
10 farmaceuticamente aceptables se seleccionan de entre cloruro, bromuro ioduro 
o cualquier otra sal farmaceuticamente aceptable. 
Los antagonistas de los receptores de Si P de la presente invencion, 
preferiblemente de los receptores S'IPi, S1 P2, S1 P3 0 S1 P4, pueden incluir 
15 isomeros, dependiendo de la presencia de enlaces mUltiples (por ejemplo, Z, 
E), incluyendo isomeros opticos o enantiomeros, dependiendo de la presencia 
de centros quirales. Los isomeros, enantiomeros o diastereoisomeros 
individuales y las mezclas de los mismos caen dentro del alcance de la 
presente invencion. Los enantiomeros o diastereoisomeros individuales, asi 
20 como sus mezclas, pueden separarse mediante tecnicas convencionales. 
En la presente invencion, el termino "sales farmaceuticamente aceptables" de 
los compuestos antagonistas, se refiere a sales preparadas de acidos no 
toxicos farmaceuticamente aceptables, incluyendo acidos organicos o 
25 inorganicos. Los acidos organicos o inorganicos no toxicos se seleccionan de la 
lista que comprende, pero sin limitarse: acetico, alginico, antranilico, 
bencenosulfonico, benzoico, camforsulfonico, citrico, etanosulfonico, formica, 
fumarico, furoico, gluconico, glutamico, glucorenico, galacturanico, glicidico, 
hidrobromico, hidroclorico, isetionico, lactico, maleico, malico, mandelico, 
30 metanesulfonico, mkico, nitrico, pamoico, pantotenico, fenilacetico, propionico, 
fosforico, salicilico, estearico, succinico, sulfanilico, sulfbrico, tartarico o p-
toluenosulfonico. 
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El compuesto de la invencion puede estar en forma cristalina coma compuestos 
libres o coma solvatos. En este sentido, el termino "solvato", tal coma aqui se 
utiliza, incluye tanto solvatos farmaceuticamente y farmacologicamente 
aceptables, es decir, solvatos del antagonista de los receptores de S113, 
5 preferiblemente de los receptores S1 Pi, Si P2, Si P3 0 Si P4, que pueden ser 
utilizados en la elaboracion de un medicamento, coma solvatos 
farmaceuticamente no aceptables, los cuales pueden ser Utiles en la 
preparaci6n de solvatos o sales farmaceuticamente y farmacologicamente 
aceptables. La naturaleza del solvato farmaceuticamente aceptable no es 
10 critica siempre y cuando sea farmaceuticamente aceptable. En una realizacion 
particular, el solvato es un hidrato. Los solvatos pueden obtenerse par metodos 
convencionales de solvatacion conocidos par los expertos en la materia. 
Asimismo, dentro del alcance de esta invencion se encuentran las prodrogas o 
15 profarmacos de los antagonistas de los receptores de Si P, preferiblemente de 
los receptores Si P1, Si P2, Si P3 0 Si P4 El termino "profarmaco" o "prodroga" 
tal coma aqui se utiliza incluye cualquier compuesto derivado del antagonista, 
par ejemplo y no de forma limitativa: esteres (incluyendo esteres de acidos 
carboxilicos, esteres de aminoacidos, esteres de fosfato, esteres de sulfonato 
20 de sales metalicas, etc.), carbamatos, amidas, amidas biohidrolizables, esteres 
biohidrolizables, carbamatos biohidrolizables, ureidos biohidrolizables, fosfatos 
biohidrolizables. Otros ejemplos de prodrogas incluyen compuestos que 
comprenden grupos -NO, -NO2, -ONO, o -0NO2- que al ser administrado a un 
individuo puede ser transformado directa o indirectamente en dicho antagonista 
25 en el mencionado individuo. Ventajosamente, dicho derivado es un compuesto 
que aumenta la biodisponibilidad del antagonista cuando se administra a un 
individuo o que potencia la liberacion del antagonista en un compartimento 
biologico. La naturaleza de dicho derivado no es critica, siempre y cuando 
pueda ser administrado a un individuo y proporcione el antagonista de los 
30 receptores de S1 P, preferiblemente de los receptores S1 Pi, S1 P2, S1 P3 0 
Si P4, en un compartimento biologico del mismo. La preparacion de dicho 
profarmaco puede Ilevarse a cabo mediante metodos convencionales 
conocidos par los expertos en la materia. Los terminos "amidas 
biohidrolizables", "esteres biohidrolizables", "carbamatos biohidrolizables", 
???????????????
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"ureidos biohidrolizables", "fosfatos biohidrolizables", se refieren a carbamato, 
carbonato, ureido y fosfato, respectivamente, de un compuesto que: 1) no 
interfiera con la actividad biologica del complejo pero que confiere al 
compuesto propiedades ventajosas in vivo, coma absorcion, duracion del 
5 efecto, o del inicio del efecto; o 2) es biologicamente inactivo, pero se convierte 
in vivo a compuesto biologicamente activo. 
Mas preferiblemente el antagonista se selecciona de la lista que comprende 
FTY720, VPC23019, VPC25239, VPC01091, Ascotricina A, Ascotricina B, 
10 JTE013, W146, W123, BML-241, Suramina o toxina pertussis, o cualquiera de 
sus sales, isomeros o solvatos farmaceuticamente aceptables. SegOn 
realizaciones aim mas preferidas del uso de la presente invencion, el 
antagonista se selecciona de la lista que comprende VPC23019, JTE013, 
Suramina o toxina pertussis, o cualquiera de sus sales, isomeros o solvatos 
15 farmaceuticamente aceptables. 
A continuacion se describen los antagonistas de la lista anterior: 
- FTY720 (2-amino-242-(4-octilfenipetil]-propano-1 ,3-diol) (sales: hidrocloruro, 
20 fosfato), tambien denominado "fingolimod" es un agente con efecto 
inmunosupresor que regula la migracion de linfocitos mediante su interacci6n 
con S1P1, aunque puede unirse a todos los receptores de S1P/EDG con 
excepcion de Si P2 (Takabe K et al. 2008, Pharmacol Rev, 60: 181-195; Dong-
Soon I, 2010, Acta Pharmacol Sin/ca, 31: 1213-1222). Ademas de su efecto 
25 agonista, FTY720 se comporta coma un antagonista funcional de Si Pi, pues el 
tratamiento con FTY720 in vivo induce la internalizacion y degradacion de la 
expresion de S1P1, con lo que actuaria coma un inhibidor no competitivo 
selectivo de receptores de S1P1 (M.1-1. Graler y E.J. Goetzl, 2004. FASEB J, 18: 
551-553; Matloubian et al. , 2004. Nature, 427: 355-360; Dong-Soom I, 2010. 
30 Acta Pharmacol Sin/ca, 31: 1213-1222) 
La estructura quimica de la sal de acido clorhidrico de FTY720 es la siguiente: 
???????????????
 
13
HO , 
HO 
 
 
 
- VPC23019 ((R)-acido fosforico mono-[2-amino-2-(3-octil-fenilcarbamoil)-etil]  
ester) es un antagonista selectivo no competitivo de Si P1 y Si P3 (Takabe K et 
5 al. 2008. Pharmacol Rev, 60: 181-195; Dong-Soon I, 2010. Acta Pharmacol 
Sinica, 31: 1213-1222). 
10 - VPC25239 es un antagonista selectivo Si P1 y Si P3 (Takabe K et al. 2008. 
Pharmacol Rev, 60: 181-195; Dong-Soon I, 2010. Acta Pharmacol Sin/ca, 31: 
1213-1222). 
- VPC-01091-P.141-Amino-3-(4-octilfenil)ciclopentil]metanol-fosfato,  es un 
15 antagonista de los receptores S1P3; Dong-Soon I, 2010. Acta Pharmacol 
Sin/ca, 31: 1213-1222). 
- Ascotricina A y B son inhibidores de receptores de Si P1 (Ascotricin A y 
Ascotricin B, esta mas extendido el termino en ingles que en espanol, es por 
20 ello que se menciona en la presente solicitud) (Yonesu K, et al. J Antibiot, 2009, 
62: 359-64; Dong-Soon I, 2010. Acta Pharmacol Sinica, 31:1213-1222). 
- JTE013 (N-(3,5-dicloropiridina-4-0-2-(4-isopropil-1,3-dimetil-1H-pirazolo[3,4-  
b]piridina-6-0-hidrazinacarboxamida), es capaz de unirse a los receptores Si P1 
25 , Si P2 , Si P3 , Si P4 y Si P5. Es un antagonista potente de Si P2. Sin embargo, 
el fabricante comenta que usado 1000 veces mas concentrado inhibe un 4.5% 
de S1 P3 y no antagoniza S1P1. JTE-013 puede no ser un compuesto tan 
selectivo, al menos en modelos de roedores, pues su efecto inhibitorio de la 
???????????????
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contraccion vascular se observa tanto en ratones deficientes en Si P2 coma en 
los no deficientes (Salomone S et al. 2008. Br J Pharmacol, 153: 140-7). 
La estructura quimica del compuesto JTE013 es: 
et 
0 
Ci 
15 - W146 (3-amino-4-(3-hexilfenilamino)-4-oxobutil acido fosfonico) es un 
antagonista especifico de Si P1.  
La estructura de la sal de trifluoroacetato es: 
20 
0 
p  QH • 
- W123 (3-(2-(3-hexilfenilamino)-2-oxoetilamino) acido propanoico) es un 
antagonista especifico de Si P1.  
COOH 
25 - BML-241 (2-undecil-tiazolidina-4-acidocarboxilico), tambien denominado 
coma CAY10444. Es un antagonista selectivo del receptor Si P3, bloqueando el 
???????????????
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 aumento de calcio en colulas HeLa en un 40% a una concentracion de 10 
Su estructura qufmica es la siguiente: 
g .. 
• COOH 
 
 
5 - Suramina (8-[(4-metil-3-1[3-(1[3-(12-metil-5-[(4,6,8-trisulfo-1-naftil)carbamoil] 
fenil}carbamoil)fenil]carbamoil}amino)benzoil]amino}benzoil)aminoThaftaleno-
1,3,5-acido trisulfonico), es un antagonista especffico de la senalizacion 
intracelular de Si P3 par inhibir de modo competitivo y reversible las fosfatasas 
de tirosina y desacoplar las protefnas G. 
10 
H HO  
0 
- Toxina pertussis. Esta toxina es una exotoxina a base de protefnas tipo AB5 
producida par la bacteria Bordetella pertussis. La toxina de B . pertussis cataliza 
15 la ADP-ribosilacion de las cadenas alfa de protefnas G heterotrimericas 
impidiendo su interaccion a receptores, y par tanto bloqueando la senalizacion 
intracelular de receptores acoplados a protefnas G, entre ellos los receptores 
de S1P (Goodemote KA e t al. J Biol Chem, 1995. 270: 10272-7.). Se ha 
descrito que en el sistema cardiovascular la toxina pertussis inhibe la 
20 senalizacion de los receptores Si P1 y Si P3 y parcialmente la de Si P2 (Takuwa  
Y et al. 2008, Biochim Biophys Acta„ 1781:483-488) aunque podrfa inhibir la 
???????????????
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senalizacion de Si P4 y Si F5, que se sabe que esta acoplada a Gi/o (Takabe K 
et al. 2008, Pharmacol Rev, 60:181-195) 
SegOn otra realizacion preferida, el inhibidor es un ARN de silenciamiento o lo 
5 que es lo mismo, un ARN de interferencia (siRNA). 
SegOn varias realizaciones mas preferidas del uso de la presente invencion: 
- En el caso de que el receptor sea S1 Pi, el siRNA es un ARN de doble cadena 
10 cuya secuencia sentido es SEQ ID NO: 11 (5"-GCCCACUUUAUCUAAAUGA-
3'). En la presente invencion se entiende que el ARN de doble cadena esta 
formado par una cadena sentido y una cadena antisentido, donde dichas 
cadenas son secuencias complementarias entre sí. En este caso, el siRNA es 
una secuencia de ARN de doble cadena cuya cadena antisentido es SEQ ID 
15 NO: 12 (5"-0000UGAAAUAGAUUUACU-3"), que esta hibridada 
completamente can SEQ ID NO: 11. Es decir, esta realizacion preferida de la 
presente invencion se refiere al uso de la secuencia de siRNA de doble cadena 
SEQ ID NO: 11/SEQ ID NO: 12 para la elaboracion de un medicamento para la 
prevencion y/o el tratamiento de estenosis aortica calcificada. 
20 
- Si el receptor es Si P3, el siRNA es un ARN de doble cadena cuya secuencia 
sentido es SEQ ID NO: 13 (5"-GGUGGCCAACCACAACAAC-3"). En este caso, 
el siRNA es una secuencia de ARN de doble cadena cuya cadena antisentido 
es SEQ ID NO: 14 (5"-CCACCGGUUGGUGUUGUUG-3"), que esta hibridada  
25 completamente can SEQ ID NO: 13. Es decir, esta realizacion preferida de la 
presente invencion se refiere al uso de la secuencia de siRNA de doble cadena 
SEQ ID NO: 13/SEQ ID NO: 14 para la elaboracion de un medicamento para la 
prevencion y/o el tratamiento de estenosis aortica calcificada. 
30 - Si el receptor es Si P4, el siRNA es un ARN de doble cadena cuya secuencia 
sentido es SEQ ID NO: 15 (5"-GCCGCGUCUACGGCUUCAU-3"). En este 
caso, el siRNA es una secuencia de ARN de doble cadena cuya cadena 
antisentido es SEQ ID NO: 16 (5"-CGGCGCAGAUGCCGAAGUA-3"), que esta 
???????????????
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hibridada completamente con SEQ ID NO: 15. Es decir, esta realizacion 
preferida de la presente inyencion se refiere al uso de la secuencia de siRNA 
de doble cadena SEQ ID NO: 15/SEQ ID NO: 16 para la elaboracion de un 
medicamento para la preyencion y/o el tratamiento de estenosis aortica 
5 calcificada. 
- Si el receptor es 51132, el siRNA es un ARN de doble cadena cuya secuencia 
sentido es SEQ ID NO: 35 (5'-GCAAGUUCCACUCGGCAAU-3'). En este caso, 
el siRNA es una secuencia de ARN de doble cadena cuya cadena antisentido 
10 es SEQ ID NO: 36 (5"-CGUUCAAGGUGAGCCGUUA-3'), que esta hibridada 
completamente con SEQ ID NO: 35. Es decir, esta realizacion preferida de la 
presente inyencion se refiere al uso de la secuencia de siRNA de doble cadena 
SEQ ID NO: 35/SEQ ID NO: 36 para la elaboracion de un medicamento para la 
preyencion y/o el tratamiento de estenosis aortica calcificada. 
15 
Para mejorar la funcion de los siRNA se pueden anadir los nuclegtidos (tt) o (tg) 
en el extremo 3' de la cadena sentido o en el extremo 5' de la cadena 
antisentido del siRNA de la presente inyencion. De esta forma estos 
nuclegtidos son salientes, no hibridando con ningOn otro nuclegtido de la 
20 cadena complementaria. La adicion de estos nuclegtidos en los extremos 3' o 
5' no afecta al reconocimiento del ARN mensajero correspondiente. 
Preferiblemente, los siRNA resultado de dicha adicion son: 
- SEQ ID NO: 11-tt (SEQ ID NO: 26): Es decir, SEQ ID NO: 26 tiene la 
25 secuencia 5"-GCCCACUUUAUCUAAAUGAtt-3' / SEQ ID NO: 12-tt (SEQ ID 
NO: 27): Es decir, SEQ ID NO: 27 tiene la secuencia 5'- 
ttCGGGUGAAAUAGAUUUACU-3'. 
- SEQ ID NO: 13-tt (SEQ ID NO: 28): Es decir, SEQ ID NO: 28 tiene la 
secuencia 5"-GGUGGCCAACCACAACAAC-tt-3' / tt-SEQ ID NO: 14 (SEQ ID 
30 NO: 29): Es decir, SEQ ID NO: 29 tiene la secuencia 5'- 
ttCCACCGGUUGGUGUUGUUG-3'. 
- SEQ ID NO: 15-tt (SEQ ID NO: 30): Es decir, SEQ ID NO: 30 tiene la 
secuencia 5"-GCCGCGUCUACGGCUUCAUtt-3' / gt-SEQ ID NO: 16 (SEQ ID 
???????????????
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NO: 31): Es decir, SEQ ID NO: 31 tiene la secuencia 5'- 
gtCGGCGCAGAUGCCGAAGUA-3'. 
- SEQ ID NO: 35-tt (SEQ ID NO: 40): Es decir, SEQ ID NO: 40 tiene la 
secuencia 5"-GCAAGUUCCACUCGGCAAUtt-3' / gt-SEQ ID NO: 36 (SEQ ID 
5 NO: 41): Es decir, SEQ ID NO: 41 tiene la secuencia 5'- 
gtCGUUCAAGGUGAGCCGUUA-3'. 
Una realizacion aim mas preferida se refiere al uso de la invencion en el que la 
secuencia de siRNA de doble cadena esta codificada en una secuencia de 
10 ADN formada par dos secuencias, A y B, donde la secuencia A esta unida par 
el extremo 3' al extremo 5' de la secuencia B, formando una secuencia A-B. Es 
decir, esta realizacion de la presente invencion se refiere al uso de la secuencia 
A-B o preferiblemente al uso del vector de expresion que comprende dicha 
secuencia A-B, para la elaboracion de un medicamento para la prevencion y/o 
15 el tratamiento de estenosis aortica calcificada. En este sentido se contemplan 
varias posibilidades: 
- En el caso de que el receptor sea S1P1, A es SEQ ID NO: 17 (5'- 
GCCCACTTTATCTAAATGA-3') y B es SEQ ID NO: 18 (5'- 
20 TCATTTAGATAAAGT000C-3'). En este caso se formaria la secuencia SEQ 
ID NO: 19; 5 '-GCCCACTTTATCTAAATGA-TCATTTAGATAAAGTGGGC-3  ' 
(SEQ ID NO: 17-SEQ ID NO: 18). Preferiblemente las secuencias A y B tienen 
los nucleotides (tt) unidos al extremo 3, dando coma resultado la secuencia 
SEQ ID NO: 32; 5 '- G C C CACTTTATCTAAATG Att-
25 TCATTTAGATAAAGT000Ctt-3'.  
- En el caso de que el receptor sea 51 P3, A es SEQ ID NO: 20 (5'- 
GGTGGCCAACCACAACAAC-3') y B es SEQ ID NO: 21 (5'- 
GTTGTTGTGGTTGGCCACC-3'). En este caso se formaria la secuencia SEQ 
30 ID NO: 22; 5"-GGTGGCCAACCACAACAAC-GTTGTTGTGGTTGGCCACC-3' 
(SEQ ID NO: 20-SEQ ID NO: 21). Preferiblemente las secuencias A y B tienen 
los nucleotides (tt) unidos al extremo 3', dando coma resultado la secuencia 
SEQ ID NO: 33; 5"-GGTGGCCAACCACAACAACtt-
GTTGTTGTGGTTGGCCACCtt-3'. 
???????????????
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- En el caso de que el receptor sea S1134, A es SEQ ID NO: 23 (5'- 
GCCGCGTCTACGGCTTCAT-3') y B es SEQ ID NO: 24 (5'- 
ATGAAGCCGTAGACGCGGC-3'). En este caso se formaria la secuencia SEQ 
5 ID NO: 25; 5"-GCCGCGTCTACGGCTTCAT-ATGAAGCCGTAGACGCGGC-3' 
(SEQ ID NO: 23-SEQ ID NO: 24). Preferiblemente la secuencia A tiene los 
nuclegtidos (tt) unidos al extremo 3' y la secuencia B tiene los nuclegtidos (tg) 
unidos al extremo 3', dando como resultado la secuencia SEQ ID NO: 34; 5"- 
GCCGCGTCTACGGCTTCATtt-ATGAAGCCGTAGACGCGGCtg-3'.  
10 
- En el caso de que el receptor sea S1132, A es SEQ ID NO: 37 (5'- 
GCAAGTTCCACTCGGCAAT-3') y B es SEQ ID NO: 38 (5'- 
ATTGCCGAGTGGAACTTGC-3'). En este caso se formaria la secuencia SEQ 
ID NO: 39; 5"-GCAAGTTCCACTCGGCAAT-ATTGCCGAGTGGAACTTGC-3'  
15 (SEQ ID NO: 37-SEQ ID NO: 38). Preferiblemente la secuencia A tiene los 
nuclegtidos (tt) unidos al extremo 3' y la secuencia B tiene los nuclegtidos (tg) 
unidos al extremo 3', dando como resultado la secuencia SEQ ID NO: 42; 5"- 
OCAAGTTCCACTCGGCAATtt-ATTGCCGAGTGGAACTTGCtg-3'.  
20 Como se puede observar, las secuencias A y B son secuencias 
complementarias y como consecuencia, el ARN transcrito a partir de la misma 
hibridara consigo mismo formando una horquilla, es decir, formando un 
hairpinRNA (hpRNA). 
25 En estos casos, la secuencia A-B de ADN que codifica el ARN transcrito tiene 
que estar integrada en un sistema de expresion adecuado para que la 
transcripcion tenga lugar a partir de la secuencia A-B de ADN. For ejemplo, 
pero sin que sirva de limitacion, este sistema de expresion puede ser un vector 
de expresion en el que la secuencia A-B de ADN este insertada entre una 
30 secuencia reguladora de la expresion genica (como por ejemplo pero sin 
limitarse, un promotor) y una secuencia terminadora de la transcripcion, de 
modo que la transcripcion que tenga lugar rinda cualquiera de los fragmentos 
de siRNA de interes, descritos en la presente invencion. 
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El termino "vector de expresion" se refiere a un fragmento de ADN que tiene la 
capacidad de replicarse en un determinado huesped y puede servir de vehfculo 
para Ilevar a cabo la transcripcion de una secuencia de interes que haya sido 
insertada en el mismo. El vector puede ser un plasmido, un cosmido, un 
5 bacteriafago o un vector viral, sin excluir otro tipo de vectores que se 
correspondan con la definicion realizada de vector. 
Los fragmentos de siRNA de la presente invencion transcritos por el sistema de 
expresion descrito, es decir, los hpRNA formados son un tipo de ARN de doble 
10 hebra (dsRNA) que es reconocido y cortado por una endoribonucleasa, la 
endoribonucleasa Dicer, dando como resultado fragmentos de siRNA que 
provocan el silenciamiento post-transcripcional de las secuencias nucleotfdicas 
diana, Ilevando a la degradacion del ARN mensajero correspondiente, de forma 
que no se obtiene la protefna resultante de la expresion de las secuencias de 
15 ARN mensajero. De las dos cadenas o hebras de siRNA formadas a partir del 
corte con Dicer, solo una de ellas, denominada hebra gufa, se incorpora en el 
complejo enzimatico RISC mientras que la otra hebra se degrada. Las 
caracterfsticas termodinamicas del extremo 5' del siRNA determinan cual de las 
dos hebras se incorpora al complejo RISC. Normalmente se incorpora como 
20 hebra gufa aquella con menor estabilidad en el extremo 5'. Para que se 
produzca el silenciamiento post-transcripcional, la hebra gufa debe ser 
complementaria al ARN mensajero que se pretende silenciar. A continuacion, el 
complejo RISC se une al ARN complementario de la hebra gufa del siRNA 
presente en el complejo y se produce el corte del ARN mensajero. 
25 
SegOn una realizacion aim mas preferida del uso de la presente invencion, 
entre la secuencia A y B hay una secuencia nucleotfdica espaciadora de al 
menos un nucleotido de longitud. Mas preferiblemente, la secuencia 
espaciadora es una secuencia no codificante. La secuencia espaciadora puede 
30 ser parte de una secuencia de un intron de un gen o la secuencia completa de 
dicho intron. La funcion de la secuencia espaciadora es actuar de bisagra de 
los pares de secuencias descritos para que se pueda producir el apareamiento 
o hibridacion de las secuencias de ARN codificadas por el polinucleotido. 
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A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "cornprende" y sus 
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas tecnicas, aditivos, 
componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas 
y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y  
5 en parte de la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos y dibujos se 
proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la 
presente invencion. 
10 
DESCRIPCIDN DE LAS FIGURAS 
FIG. 1. Muestra la expresion de transcritos de ARN mensajero de 
receptores de S1P en celulas intersticiales de valvula aortica humana. 
Los resultados de la PCR cuantitativa, una vez normalizados con el gen de 
15 referencia actina, indican que las colulas expresan todos los receptores de 
Si F, siendo Si P2 el mas abundante, seguido de Si P3 y Si P4. Los resultados 
son representativos de mas de 5 experimentos independientes. RNAm se 
refiere al ARN mensajero. 
20 FIG. 2. Muestra la activacion de cascadas de serializacion por S1P y TLR4. 
lmagen fotografica que ilustra que tanto los receptores de Si P como los 
receptores TLR4 son funcionales pues el tratamiento celular con sus ligandos, 
Si P y LPS respectivamente, promueve la activacion de cascadas de 
25 senalizacion intracelulares como la MAP quinasa p38 en colulas intersticiales 
de valvula control (A) y valvula estenatica (B). La uniformidad de carga del gel 
se confirma con un anticuerpo que reconoce la MAP quinasa ERK, quinasa 
regulada por senales extracelulares. R, reposo (colulas tratadas con el 
vehiculo); LPS, lipopolisacarido; SIP, esfingosina 1-fosfato. 
30 
FIG. 3. Muestra la sinergia de los receptores de S1P y TLR4 en la 
induccion de moleculas pro-inflamatorias.  
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(A) Las colulas intersticiales de valvula control se trataron con esfingosina-1- 
fosfato, S1P (ligando de los receptores Si P15) y/o LPS (ligando de TLR4), y se 
analizo la inducci6n de la expresi6n de la enzima COX-2 y la molecula de 
adhesion ICAM-1 usando anticuerpos especificos. Se observo un efecto 
5 sinergico, pues el tratamiento combinado con S1P y LPS induce la expresion 
de COX-2 e ICAM-1 en mayor medida que la suma del efecto de los agonistas 
por separado. El efecto sinergico se observo a dosis fisiologicas de Si F, entre 
0,01-1 iiM, y cuando se trata en combinacion con un ligando de TLR4 pero no 
con un ligando de TLR2, Pam3CSK4. La induccion de la expresion de 
10 inhibidores es inferior en colulas de valvula pulmonar. (B) Cinetica en colulas 
intersticiales de valvula estenotica. El efecto de sinergia se observo a tiempos 
despues de la estimulacion celular de 8, 12 y 24h. Un anticuerpo anti-I3-tubulina 
se us6 para comprobar la uniformidad de carga. Los resultados son 
representativos de mas de 5 experimentos independientes. (C) Mediante 
15 ensayos de ELISA se cuantifico la concentracion de 5ICAM-1 secretado al 
medio extracelular de colulas tratadas como en el panel A. Los resultados son 
representativos de 3 experimentos independientes. 
AVIC, colulas intersticiales de valvula aortica; ERK, quinasa regulada por 
20 senales extracelulares; LPS (o tambien indicado con la abreviatura L), 
lipopolisacarido; Pam (o tambien indicado con la abreviatura P), Pam3CSK4, 
agonista de TLR2/TLR1; PIC, colulas intersticiales de valvula pulmonar; p-NF-
-KB, forma fosforilada del factor de transcripcion NF-kappaB,; R, reposo (colulas 
tratadas con el vehiculo); S1P (o tambien indicado con la abreviatura S), 
25 esfingosina 1-fosfato. 
30 
FIG. 4. Muestra el efecto de los receptores de Si P y TLR4 en la induccion 
de la actividad enzimatica de fosfatasa alcalina en celulas intersticiales 
procedentes de valvula control. 
(A) La figura refleja la actividad enzimatica de fosfatasa alcalina expresada 
como picomoles de producto generados por ligramos de proteina y hora, y es 
representativa de 4 experimentos independientes en duplicado. (B) Con objeto 
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de comparar experimentos independientes, en la figura se representa el 
aumento de actividad enzimatica inducido con respecto a la actividad 
enzimatica en presencia de media control. Las barras corresponden a la 
desviacion estandar. *Asterisco indica p = 0,0160 cuando se compara can el 
5 efecto de media condicionado (Analisis ANOVA, 3 columnas), ** p=0,005 
cuando se compara el efecto can el del media condicionado (Analisis ANOVA, 
4 columnas). ***p=0,0107 cuando se compara el efecto can el de los agonistas 
par separado (ANOVA, 3 columnas). Crtl indica media control; MC indica media 
condicionado de calcificacion. 
10 
FIG. 5. Muestra el efecto de inhibicion de la sinergia con algunos 
antagonistas de receptores de Si P. 
(A-B) Las colulas se pre-trataron can antagonistas farmacologicos de 
15 receptores de Si F, posteriormente se activaron can S1P y LPS, y se realizo el 
analisis coma en la figura 3. El pre-tratamiento can suramina, inhibidor de 
Si P3, bloquea el efecto sinergico del tratamiento combinado can S1P y LPS en 
la induccion de la expresion de COX-2 (5A), de ICAM-1 (5A) y de la presencia 
de la forma soluble de ICAM en el media extracelular (Figura 5B); el tratamiento 
20 can PTX inhibe en menor medida que suramina. En el panel A un anticuerpo 
anti-I3-tubulina se us6 para comprobar la uniformidad de carga, y los resultados 
son representativos de mas de 5 experimentos de western blot independientes. 
El panel B es representativo de 2 experimentos de ELISA independientes. L 
indica LPS; PTX, toxina pertussis (inhibidor de Gi, inhibe la senalizacion de 
25 varios receptores de Si F); S, Si F; Sura, Suramina. (C) El ensayo de ARN de 
interferencia se realizo en colulas transfectadas can dOplex de ARN de 
interferencia especifico para receptores S1131, Si 132, Si P3 y Si P4 can objeto de 
bloquear su expresi6n. Como se observa, la inhibici6n de algunos receptores 
de S1P bloquea el efecto de sinergia en la induccion de moleculas pro-
30 inflamatorias. Los receptores de S1P se pueden nombrar can la nomenclatura 
antigua en la que S1Px equivale a EDG de la siguiente manera: S1131/EDG1, 
S1P2/EDG5, S1P3/EDG3 y S1P4/EDG6. 
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FIG. 6. Muestra el efecto de inhibicion del efecto aditivo en la induccion de 
la actividad enzimatica de fosfatasa alcalina con algunos antagonistas de 
receptores de Si P. 
5 La figura ref leja la actividad enzimatica de fosfatasa alcalina expresada coma 
picomoles de producto generados par jagramos de proteina y hora, y es 
representativa de 3 experimentos independientes en duplicado. El 
pretratamiento de colulas intersticiales de valvulas aorticas control con 
VPC23019 inhibe el efecto aditivo en la induccion de la actividad enzimatica de 
10 fosfatasa alcalina inducido par S1P y LPS observado en la Figura 4A. El 
pretratamiento con JTE013, inhibidor de S1132, inhibe el efecto aditivo, aunque 
en menor medida que VPC23019. JTE, JTE013; MC indica media condicionado 
de calcificacion; LPS, lipopolisacarido; S1P, esfingosina 1-fosfato; VPC, 
VPC23019. 
15 
EJEMPLOS 
Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento 
de patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invencion. Estos 
20 ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser 
interpretados coma limitaciones a la invencion que aqui se reivindica. Par tanto, 
los ejemplos descritos mas adelante ilustran la invencion sin limitar el campo de 
aplicacion de la misma. 
En los ejemplos y/o figuras de la presente invencion se puede emplear la 
25 nomenclatura antigua de los receptores de Si P. Los receptores de S1P se 
pueden denominar coma receptores EDG con la siguiente equivalencia: 
S1131/EDG1, S1P2/EDG5, S1P3/EDG3, S1P4/EDG6, S1P5/EDG8. 
EJEMPLO 1. EXPRESION DE RECEPTORES DE S1P EN CELULAS 
30 INTERSTICIALES DE VALVULAS CARD1ACAS 
Tecnica la : Aislamiento y cultivo primario de colulas intersticiales procedentes 
de valvulas aorticas y pulmonares humanas. Se aislaron colulas intersticiales 
de valvulas aorticas de pacientes con estenosis aortica calcificada a los que se 
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reemplazo quirOrgicamente la valvula aortica (estenoticas), y de valvulas 
aorticas y pulmonares procedentes de pacientes sometidos a trasplante 
cardiaco sin enfermedad valvular conocida (control no estenotica). Las 
muestras empleadas en la presente invencion proceden de pacientes que 
5 estan en el estadio avanzado de la estenosis aortica y es calcificada; en 
estadios iniciales la estenosis aortica es asintomatica. El aislamiento celular se 
realizo segOn un metodo recientemente descrito basado en el tratamiento 
secuencial con colagenasa tipo II (Meng e t al. 2008, Am J Physiol Cell Physiol, 
294: 29-35). La suspension celular se centrffugo, se anadio medio M199 
10 suplementado con penicilina G, estreptomicina, anfotericina B y 10% de suero 
de ternera fetal, y las colulas intersticiales se cultivaron en un incubador con 
atmosfera humidificada y un 5% de CO2. El cultivo primario se dejo crecer 
durante 7-10 dfas en monocapas hasta confluencia. La expresion de a2-actina 
se utilizo como marcador de colulas de estirpe de miofibroblasto. Las colulas 
15 intersticiales en cultivo son fundamentalmente miofibroblastos como se habfa 
descrito anteriormente (Meng e t al. 2008, Am J Physiol Cell Physiol, 294:29-  
35). 
Resultados : No se observaron diferencias morfologicas entre colulas 
20 procedentes de valvula aortica y de valvula pulmonar, ni entre colulas aisladas 
de valvulas control y estenoticas. 
Tecnica lb : Extraccion de ARN y ensayos de PCR cuantitativa. El ARN 
mensajero se analizo mediante PCR cuantitativa (Real Time Quantitative 
25 Reverse Transcription). Para ello se aislo el ARN total mediante el metodo de 
Trizol, y mediante "retro-transcripcion" usando una transcriptasa reversa se 
obtuvo cDNA, proporcionando asf el molde o sustrato a la polimerasa estable 
para la reacci6n de PCR. La PCR se realizo utilizando primers especfficos de 
receptores de S1P y SYBR-Green siguiendo las instrucciones del fabricante 
30 (MJ Research). Los valores obtenidos se normalizaron respecto a un control 
interno para evitar la variabilidad en la concentracion inicial de ARN. La 
especificidad de la reacci6n se determin6 realizando la curva de 
desnaturalizacion de cada poblacion de ADNs. La expresi6n relativa se calculo 
como 2 -A ACT donde • CT es la diferencia en los valores del ciclo umbral (CT) 
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entre el gen dada y el gen de referencia interno, valor que se normaliza con 
respecto al valor control. Los cebadores usados son los siguientes: Si Pi 
humano, cebador directo 5"-TATCAGCGCGGACAAGGAGAACAG-3' (SEQ ID 
NO: 1); cebador reverso ATAGGCAGGCCACCCAGGATGAG-3' (SEQ ID NO: 
5 2). Si P2 humano, cebador directo 5"-TCGGCCTTCATCGTCATCCTCT-3' 
(SEQ ID NO: 3); cebador reverso 5"-CCTCCC000CAAACCACTG-3' (SEQ ID 
NO: 4). Si P3 humano, cebador directo 5"-CTTGGTCATCTGCAGCTTCAT-3' 
(SEQ ID NO: 5); cebador reverso 5"-TCATTGTCAAGTGCCGCTCGAT-3' (SEQ 
ID NO: 6). Si P4 humano, cebador directo 5"-GAGAGCGGGGCCACCAAGAC-
10 3  (SEQ ID NO: 7); cebador reverso 5"-GGTTGACCGCCGAGTTGAGGAC-3'  
(SEQ ID NO: 8). S1 P5 humano, cebador directo 5"- 
ACAACTACACCGGCAAGCTC-3' (SEQ ID NO: 9); cebador reverso 5"- 
GCCCCGACAGTAGGATGTT-3" (SEQ ID NO: 10). 
15 Resultados : Los datos obtenidos, una vez normalizados con el gen de 
referencia, actina, indican que todos los receptores de S1P se expresan, siendo 
el receptor Si P2 el mas abundante, seguido de Si P3 y Si P4. En las valvulas 
estenoticas se observa reduccion de la expresion de receptores Si P4 y Si P5 
(Figura 1). 
20 
EJEMPLO 2. FUNCIONALIDAD DE RECEPTORES DE SW Y TLR4: 
ACTIVACION DE CASCADAS DE SENALIZACION INTRACELULARES 
Tecnica : Extractos citoplasmaticos y analisis de Western blot. 
25 
- Agonistas: Para los ensayos in vitro, la S1P (a concentraciones de 0,01-111M) 
se uso como agonista de los receptores de Si P, y el lipopolisacarido (LPS, a 
concentraciones de 0.1-114/ml) se uso como ligando del receptor TLR4, que es 
el receptor tipo Toll mas expresado en colulas intersticiales de valvulas aorticas 
30 y cuya expresion aumenta en la estenosis aortica calcificada (Lopez J , et al. m t. 
J. CardioL DOI: 10.1016/j.ijcard.2010.12.089).  
Nota: En la presente invencion se puede utilizar el sistema "Digital object 
identifier" (DOI) para poder localizar el articulo cientifico ya que no cambia con 
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el paso del tiempo, aunque el articulo sea reubicado en una direccion web 
distinta puesto que Ileva la informacion incorporada en forma de metadatos. 
- Analisis de las cascadas de activacion: usamos el metodo descrito 
5 anteriormente (Lopez J , et al. m t. J. Cardio!. DOI: 10.1016/j.ijcard.2010.12.089).  
Las colulas se trataron con S1P en combinacion o no con LPS durante 15, 30, 
y 60 min. A continuacion las colulas se lisaron con tampon TNE (Tris-HCI 
20mM pH 7,4, NaCI 150 mM, EDTA 5 mM, NP40 al 0,01%) durante 10 min en 
hielo. Las proteinas procedentes de lisados celulares, 30-50 pg de proteina 
10 total, se separaron por metodos de electroforesis en geles de poliacrilamida 
(SDS-PAGE) y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa mediante 
sistemas de transferencia en liquido. La membrana se incub6 primeramente en 
TBS+5°/0 leche, a continuacion con el anticuerpo primario correspondiente 
durante toda la noche a 42C, y posteriormente con un anticuerpo secundario 
15 durante 45 min. Las proteinas se visualizaron mediante quimioluminiscencia 
usando un kit de revelado de ECL (Amersham/GE). Se usaron anticuerpos 
frente a MAP quinasas ( Cell Signalling) : anti-P-p38 y como control de la 
uniformidad de la carga se us6 un anticuerpo frente a ERK, quinasa regulada 
por senales extracelulares. 
20 
Resultados. El tratamiento con S1P promueve la activacion de MAPK p38 con 
lo que se puede concluir que los receptores de S1P son funcionales en colulas 
intersticiales de valvulas aorticas control (Figura 2A) y estenotica (Figura 2B). 
Ademas la activacion conjunta de receptores de S1P y TLR4 tiene efecto 
25 aditivo en la induccion de la activacion de MAPK p38. La activacion de MAPK 
p38 por LPS indica que los receptores TLR4 son funcionales, como se ha 
demostrado en un estudio previo (Lopez J , et al. m t. J. Cardio!. DOI: 
10.1016/j.ijcard.2010.12.089). 
30 EJEMPLO 3. MEDIADORES PRO-INFLAMATORIOS: EFECTO DE 
SINERGIA DE RECEPTORES DE S1 P Y TLR4 
Tecnica : Extractos citoplasmaticos celulares y analisis de Western blot; metodo 
de ELISA para cuantificar los niveles de mediadores en el medio extracelular. 
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Se realizo el mismo metodo que en el ejemplo 2 usando anticuerpos 
especfficos para la enzima COX-2 y la molecula de adhesi6n ICAM-1 (Santa 
Cruz). Se realizaron estudios de cinetica de induccion y de dosis-respuesta. 
Como control de la carga se usaron anti-13 actina o anti-p-tubulina (Sigma). 
5 
Resultados : El tratamiento celular con 1 lig/m1 LPS induce la expresion de los 
mediadores pro-inflamatorios ciclooxigenasa (COX)-2 e ICAM-1 a tiempos 
largos 12-24h, y 1 iiM S1P induce su expresion, aunque en menor medida. 
Sorprendentemente, el tratamiento combinado con S1P 1 iiM y LPS de E. co/l i 
10 lig/m1 induce la expresion de COX-2 e ICAM-1 en mayor medida que el efecto 
de la suma de los agonistas, lo que indica un efecto de sinergia de accion entre 
receptores de S1P y TLR4 en colulas intersticiales de valvula aortica (Figura 
3A, panel izquierdo). 
15 A continuacion se estudio la cinetica del efecto. La induccion de COX-2 se 
observa a 8, 12 y 24h despues de la estimulacion celular, incluso se observa en 
menor medida a tiempos tardfos como 48h y 72h (Figura 3B). En cuanto a la 
dosis respuesta, manteniendo constante la concentracion de LPS a 1 lig/mly el 
tiempo de incubacion de 12 h, se vario la dosis de Si P. El efecto sinergico se 
20 observa a dosis fisiologicas de Si F, entre 0,01-1 iiM, y en combinacion con un 
ligando de TLR4 (LPS) pero no de TLR2 (Pam3CSK4). 
Seguidamente se cuantificaron los niveles de la forma soluble de la protefna 
ICAM-1en el medio extracelular de colulas intersticiales. Se observo que el 
25 tratamiento de las colulas con LPS 1 lig/m1 induce la secrecion al medio 
extracelular de 5ICAM-1, y sorprendentemente el tratamiento combinado con 
S1P 1 iiM y LPS 1 lig/m1 induce un aumento de los niveles de 5ICAM-1 
superior a la suma simple del efecto de los agonistas, lo que indica un efecto 
de sinergia de accion entre receptores de S1P y TLR4 (Figura 3C). 
30 
Tal como se ha indicado, se observo que la activacion simultanea de los 
receptores de S1P y TLR4 en las colulas intersticiales de valvula aortica 
promueve un efecto de sinergia en la induccion mantenida y exacerbada de 
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mediadores pro-inflamatorios, lo que podria contribuir al proceso de inflamacion 
cronica que se asocia a la enfermedad de la estenosis a6rtica calcificada. En 
concreto el tratamiento de colulas intersticiales con los agonistas 
correspondientes, S1P y LPS respectivamente, induce un efecto sinergico en la 
5 expresion de (i) COX-2, enzima inducible y precursora de mediadores 
inflamatorios lipidicos coma prostaglandinas y prostaciclinas, (ii) ICAM-1, 
molecula de adhesion asociada a membranas, iii) la forma soluble de ICAM-1, 
que se ha asociado al aumento de la prevalencia y la severidad de la 
calcificacion de la valvula aortica (ShaveIle et al. 2008. J.Heart Valve Dis. , 17: 
10 388-95) (Figura 3A). El efecto sinergico se observa a dosis fisiologicamente 
relevantes de S1P (Figura 3A), y se mantiene durante muchas horas (Figura 
3B). lnesperadamente, el efecto de induccion es mucho menos marcado en 
colulas de origen pulmonar (Figura 3A, panel derecho) que en las de origen 
aortic() (Figura 3A, panel izquierdo), lo que estaria de acuerdo con el hecho de 
15 que las valvulas pulmonares raramente sufren procesos patologicos de 
estenosis. 
EJEMPLO 4. CALCIFICACION IN VITRO: EFECTO ADITIVO DE 
RECEPTORES DE S1 P Y TLR4 
20 
Tecnica : Medida de la expresion y de la actividad de un marcador temprano de 
calcificacion, fosfatasa alcalina (ALP). Se uso el metodo descrito anteriormente 
(Yang X, et al. 2009, J Am Coll Cardiol, 53:491-500; Osman L et al. 2006, 
Circula tion, 114[suppl 11:1-547-1-552). Brevemente, se sembraron 20.000 colulas 
25 intersticiales de valvulas control par pocillo en una placa de 24 pocillos, y se 
cultivaron en media condicionado (Media M199 suplementado con 
glicerofosfato 10 mM, vitamina D3 10 nM, dexametasona 10 nM) solo o en 
presencia de 0,1 iiM S1 P, 114/m1 LPS, o de una combinacion de ambos. En 
paralelo las colulas se cultivaron en el media M199 usado habitualmente para 
30 su cultivo (media control, Ctrl). Se anadia media fresco 2 veces a la semana. A 
los 15-21 dias de cultivo se midio la actividad de ALP. 
Actividad enzimatica de ALP (metodo cuantitativo). Las colulas se lisaron en un 
tampon compuesto par Tris-HCI 20 mM, NaCI 150 mM, NP40 al 0.2%, y glicerol 
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al 10%, pH 8). La actividad enzimatica se midio en los lisados celulares (<51..tgr 
de proteina) usando un kit fluorometrico muy sensible, en el que el sustrato 
esta acoplado a un marcador fluorescente, metilumbiliferona fosfato (MUP). En 
un tampon de glicina se incubaron el sustrato MUP y las muestras durante 30 
5 min a 25 2C y protegido de la luz. A continuacion se para la reaccion, y se midio 
la fluorescencia a la longitud de onda de 360 excitacion/440 nm emision. La 
actividad de fosfatasa alcalina se calcula usando una curva estandar y 
normalizando frente a la concentracion de proteina. Los resultados se 
expresaron coma pmol/lig de proteina par hora de reaccion. 
10 
Resultados : Se estudio la induccion de la actividad enzimatica de la fosfatasa 
alcalina (ALP), marcador temprano de calcificacion (Figura 4A-B). Los 
resultados indican que S1P tiene un efecto pro-osteogenico, pues induce la 
actividad de ALP con respecto a los valores obtenidos con el media 
15 condicionado y el media control (Figura 4B). El efecto de S1P es similar al 
observado con LPS, que recientemente se ha descrito coma un activador de la 
expresion y actividad de ALP (Yang X, et al. 2009. J Am Coll Cardiol, 53: 491- 
500; Lopez J , et al. m t. J. CardioL DOI: 10.1016/j.ijcard.2010.12.089). Mas aim, 
el tratamiento combinado de S1P con LPS tiene un efecto aditivo en el 
20 aumento de la actividad enzimatica del marcador temprano de calcificacion 
ALP. Par tanto, se puede concluir que los receptores S1P/EDG y TLR4 
cooperan en la induccion de calcificacion in vitro, lo que podria contribuir al 
proceso de osteogenesis caracteristico de la estenosis aortica calcificada. 
25 EJEMPLO 5. BLOQUEO DE LA SINERGIA EN LA INDUCCION DE 
MOLECULAS PRO-INFLAMATORIAS MEDIANTE ANTAGONISTAS DE 
ALGUNOS RECEPTORES DE S1 P 
Tecnica : Ensayos de inhibicion farmacologica con antagonistas comerciales y 
30 analisis par Western blot y ELISA (tal coma se ha descrito en el ejemplo 3). 
Se estudio el efecto de antagonistas comerciales especificos del receptor Si Pi 
(10 iiM VPC23019, Avanti Polar) , de S1 P3 (10 iiM de suramina, Biomol) , de 
Si P2 (10 iiM de JTE013, Tocris) , y el efecto de la 100 ng/ml de toxina 
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pertussis. La toxina y los antagonistas se preincubaron durante lh y despues 
se incubaron can S1P 0,1 pM + LPS 114/m1 durante 12 horas y a continuacion 
los lisados celulares se analizaron coma se ha descrito en el ejemplo 3 
(expresion de COX-2 e ICAM-1) y coma en el ejemplo 4 (actividad enzimatica 
5 de ALP). 
Resultados : El estudio revelo que la suramina, inhibidor de Si P3, bloquea el 
efecto sinergico del tratamiento combinado con S1P y LPS tanto a nivel de la 
induccion de la expresion de las moleculas pro-inflamatorias COX-2 (Figura 5A) 
10 coma de ICAM-1 (Figura 5A) y los niveles de sICAM-1 en el media extracelular 
(Figura 5B). El tratamiento con PTX, que inhibe Guo y par tanto la senalizacion 
intracelular de los receptores de S1P especialmente Si P1,3, bloquea la 
respuesta sinergica aunque en menor medida (Figuras 5A-B). Par tanto, del 
estudio farmacologico se puede concluir que Si P3, y probablemente otros 
15 receptores de Si P, estan implicados en el efecto de sinergia observada, y que 
bloqueando dichos receptores se reduciria la inflamacion asociada a COX-2 e 
ICAM-1, es mas se inhibirian los niveles de un biomarcador asociado al 
aumento de prevalencia y severidad de la calcificacion de la valvula aortica, 
sICAM-1. 
20 
Tecnica : Silenciamiento de la expresion genica de receptores de S1P mediante 
oligonucleotidos de ARN (siRNA). 
Se usaron oligonucleotidos especificos de ARN de los receptores de S1P/EDG 
validados en estudios previos del grupo (Duenas A, et al. 2008. Cardiovasc. 
25 Res. 79: 537-544). Las colulas intersticiales se transfectaron usando el reactivo 
Dharmafect (Dharmacon) con 25 nM de siRNA de doble cadena disenados 
para los receptores especificos (Si P1 Si P2, Si P3 0 Si P4). Mediante PCR 
cuantitativa se comprob6 la inhibici6n especifica de la expresion de receptores 
Si P1 Si P2, Si P3 0 Si P4 con objeto de bloquear su expresion, y el resto de 
30 colulas se activaron con S1P en presencia o no de LPS y se analizaron 
mediante ensayos de Western blot coma en el ejemplo 3. 
Resultados : Los ensayos de interferencia de ARN del receptor Si P4 
demuestran que el receptor Si P4 (para el que no hay antagonista quimico 
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comercial especffico, es par ello que se emplea el ARN de interferencia), esta 
tambien implicado en el proceso de sinergia de receptores de S1P y TLR4 en la 
induccion de moleculas pro-inflamatorias. Ademas, el silenciamiento del gen 
del receptor Si P1 o del receptor Si P2, bloquea el efecto de sinergia (Figura 
5 5C); y el silenciamiento de la expresion del receptor S1 P3 tambien inhibe el 
efecto sinergico, lo que esta de acuerdo can los resultados observados en el 
estudio farmacologico. En conjunto, los resultados del ensayo de interferencia 
muestran que cuando se reducen los niveles de los receptores Si P1 Si P25  
Si P3 0 Si P4, se bloquea el efecto de sinergia de receptores de S1P y TLR4 en 
10 la induccion de moleculas pro-inflamatorias y coma consecuencia dichos 
antagonistas de los receptores S1P podrfan tener aplicacion terapeutica. 
EJEMPLO 6. BLOQUEO DEL EFECTO ADITIVO DE S1 P Y TLR4 EN LA 
CALCIFICACION IN VITRO MEDIANTE ANTAGONISTAS DE ALGUNOS 
15 RECEPTORES DE SIP 
Tecnica: Medida de la actividad de un marcador temprano de calcificacion, 
ALP, tal coma se ha descrito en el ejemplo 4. Pretratamiento celular can 
antagonistas de receptores de S1P previa a la activacion can S1P y LPS coma 
20 se ha descrito en el ejemplo 5. 
Resultados: El estudio revelo que VPC23019 (10 jaM), antagonista de 
receptores Si P1 y Si P3, inhibe el efecto aditivo de receptores S1P/EDG y 
TLR4 en la actividad ALP. Ademas, JTE013 (10 jaM), un inhibidor de S1 P25 
25 inhibe dicha actividad, aunque en menor medida (Figura 6). Par tanto, los 
resultados muestran que cuando se reducen los niveles de Si P1, S1 P3 0 Si P25 
se bloquea el efecto aditivo de S1P y TLR4 en la calcificacion in vitro, y coma 
consecuencia los antagonistas de dichos receptores podrfan tener aplicacion 
terapeutica. 
30 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Uso de al menos un inhibidor de un receptor de esfingosina-1-fosfato 
(S1P) seleccionado de la lista que comprende: VPC23019, JTE013, 5 
W146, Suramina o toxina pertussis, o cualquiera de sus sales, isómeros 
o solvatos farmacéuticamente aceptables, o un ARN de silenciamiento 
(siRNA), para la elaboración de un medicamento para la prevención y/o 
el tratamiento de estenosis aórtica calcificada. 
 10 
2. Uso según la reivindicación 1 donde el receptor de S1P es S1P1, S1P2, 
S1P3, o S1P4. 
 
3. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2 donde si el receptor 
es S1P1, el siRNA es un ARN de doble cadena cuya secuencia sentido 15 
es SEQ ID NO: 11 y la cadena antisentido es SEQ ID NO: 12. 
 
4. Uso según la reivindicación 3, donde la secuencia de siRNA de doble 
cadena está codificada en una secuencia A-B de ADN, donde A es SEQ 
ID NO: 17 y B es SEQ ID NO: 18. 20 
 
5. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2 donde si el receptor 
es S1P3, el siRNA es un ARN de doble cadena cuya secuencia sentido 
es SEQ ID NO: 13 y la cadena antisentido es SEQ ID NO: 14. 
 25 
6. Uso según la reivindicación 5, donde la secuencia de siRNA de doble 
cadena está codificada en una secuencia A-B de ADN, donde A es SEQ 
ID NO: 20 y B es SEQ ID NO: 21. 
 
7. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2 donde si el receptor 30 
es S1P4, el siRNA es un ARN de doble cadena cuya secuencia sentido 
es SEQ ID NO: 15 y la cadena antisentido es SEQ ID NO: 16. 
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 8. Uso según la reivindicación 7, donde la secuencia de siRNA de doble 
cadena está codificada en una secuencia A-B de ADN, donde A es SEQ 
ID NO: 23 y B es SEQ ID NO: 24. 
 
9. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2, donde si el receptor 5 
es S1P2, el siRNA es un ARN de doble cadena cuya secuencia sentido 
es SEQ ID NO: 35 y la cadena antisentido es SEQ ID NO: 36. 
 
10. Uso según la reivindicación 9, donde la secuencia de siRNA de doble 
cadena está codificada en una secuencia A-B de ADN, donde A es SEQ 10 
ID NO: 37 y B es SEQ ID NO: 38. 
 
11. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 4, 6, 8 o 10, donde entre la 
secuencia A y B hay una secuencia nucleotídica espaciadora de al 
menos un nucleótido de longitud. 15 
 
12. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde el 
medicamento además comprende un vehículo y/o un excipiente 
farmacéuticamente aceptables. 
???????????????
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FIG. 5C 
 
 
 
CO
X2
-
IC
A
M
1
-
v
e
h
ic
u
lo
si
R
N
A
-S
1
P
3
R
LPS
S1P
S+L
R
LPS
S1P
S+L
si
R
N
A
-S
1
P
1
si
R
N
A
-S
1
P
4
v
e
h
ic
u
lo
R
LPS
S1P
S+L
R
LPS
S1P
S+L
R
LPS
S1P
S+L
β -t
u
bu
lin
a
-
CO
X2
-
IC
A
M
1
-
β -t
u
bu
lin
a
-
v
e
h
ic
u
lo
si
R
N
A
-S
1
P
2
R
LPS
S1P
S+L
R
LPS
S1P
S+LP2
01
13
03
65
28
-0
2-
20
12
???????????????
 
41
  
 
MC LPS+S1P0
25
50
Ac
tiv
id
a
d 
 
fo
sf
at
a
sa
 
a
lc
a
lin
a
(pm
ol
/m
ic
ro
g.
h)
LPS+S1P
+VPC
LPS+S1P
+JTE
 
 
FIG. 6 
???????????????
 
42
LISTADO DE SECUENCIAS 
<110> Consejo Superior de Investigaciones Cientificas 
<120> Uso de inhibidores de receptores de SlP para el tratamiento de la 
estenosis aortica calcificada 
<130> E51641.852 
<160> 42 
<170> PatentIn version 3.5 
<210> 1 
<211> 24 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador directo S1P1 de humano 
<400> 1 
tatcagcgcg gacaaggaga acag 24  
<210> 2 
<211> 23 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador reverso S1P1 de humano 
<400> 2 
ataggcaggc cacccaggat gag 23  
<210> 3 
<211> 22 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador directo 51P2 de humano 
<400> 3 
tcggccttca tcgtcatcct ct 22  
<210> 4 
<211> 19 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador reverso S1P1 de humano 
<400> 4 
cctcccgggc aaaccactg 19  
<210> 5 
<211> 21 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador directo 51P3 de humano 
1 
 
 ???????????????
 
<400> 5 
cttggtcatc tgcagcttca t 21  
<210> 6 
<211> 22 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador reverso S1P3 de humano 
<400> 6 
tcattgtcaa gtgccgctcg at 22  
<210> 7 
<211> 20 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador di recta S1P4 de humano 
<400> 7 
gagagcgggg ccaccaagac 20  
<210> 8 
<211> 22 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador reverso S1P4 de humano 
<400> 8 
ggttgaccgc cgagttgagg ac 22  
<210> 9 
<211> 20 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador di recta S1P5 de humano 
<400> 9 
acaactacac cggcaagctc 20  
<210> 10 
<211> 19 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador reverso S1P5 de humano 
<400> 10 
gccccgacag taggatgtt 19  
<210> 11 
<211> 19 
<212> RNA  
2 
 
 ???????????????
 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> siRNA S1P1 sentido 
 
 
<400> 11 
gcccacuuua ucuaaauga 19  
<210> 12 
<211> 19 
<212> RNA 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> siRNA S1P1 antisentido 
<400> 12 
cgggugaaau agauuuacu 19  
<210> 13 
<211> 19 
<212> RNA 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> siRNA S1P3 sentido 
<400> 13 
gguggccaac cacaacaac 19  
<210> 14 
<211> 19 
<212> RNA 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> siRNA S1P3 antisentido 
<400> 14 
ccaccgguug guguuguug 19  
<210> 15 
<211> 19 
<212> RNA 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> siRNA S1P4 sentido 
<400> 15 
gccgcgucua cggcuucau 19  
<210> 16 
<211> 19 
<212> RNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> siRNA S1P4 antisentido 
<400> 16 
cggcgcagau gccgaagua 19  
3 
???????????????
 
<210> 17 
<211> 19 
<212> DNA 
<213> Secuencia artificial 
 
 
<220> 
<223> Secuencia de ADN codificante del siRNA S1P1 sentido 
<400> 17 
gcccacttta tctaaatga 19  
<210> 18 
<211> 19 
<212> DNA 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia de ADN codificante del SiRNA S1P1 antisentido invertida 
<400> 18 
tcatttagat aaagtgggc 19  
<210> 19 
<211> 38 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia A-B codificante de hpRNA de S1P1 
<400> 19 
gcccacttta tctaaatgat catttagata aagtgggc 38 
<210> 20 
<211> 19 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia de ADN codificante del siRNA S1P3 sentido 
<400> 20 
ggtggccaac cacaacaac 19  
<210> 21 
<211> 19 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia de ADN codificante del SiRNA S1P3 antisentido invertida 
<400> 21 
gttgttgtgg ttggccacc 19  
<210> 22 
<211> 38 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia A-B codificante de hpRNA de S1P3 
4 
???????????????
 
<400> 22 
ggtggccaac cacaacaacg ttgttgtggt tggccacc 38 
<210> 23 
<211> 19 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia de ADN codificante del siRNA S1P4 sentido 
<400> 23 
gccgcgtcta cggcttcat 19  
<210> 24 
<211> 19 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia de ADN codificante del siRNA S1P4 antisentido invertida 
<400> 24 
atgaagccgt agacgcggc 19  
<210> 25 
<211> 38 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia A-B codificante de hpRNA de S1P4 
<400> 25 
gccgcgtcta cggcttcata tgaagccgta gacgcggc 38 
<210> 26 
<211> 21 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> siRNA S1P1 sentido mejorada 
<400> 26 
gcccacuuua ucuaaaugat t 21  
<210> 27 
<211> 21 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> siRNA S1P1 antisentido mejorada 
<400> 27 
ttcgggugaa auagauuuac u 21  
<210> 28 
<211> 21 
<212> DNA  
5 
 
 ???????????????
 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> siRNA S1P3 sentido mejorada 
 
 
<400> 28 
gguggccaac cacaacaact t 21  
<210> 29 
<211> 21 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> siRNA S1P3 antisentido mejorada 
<400> 29 
ttccaccggu ugguguuguu g 21  
<210> 30 
<211> 21 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> siRNA S1P4 sentido mejorada 
<400> 30 
gccgcgucua cggcuucaut t 21  
<210> 31 
<211> 21 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> siRNA S1P4 antisentido mejorada 
<400> 31 
gtcggcgcag augccgaagu a 21  
<210> 32 
<211> 42 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia A-B codificante de hpRNA de S1P1 mejorada 
<400> 32 
gcccacttta tctaaatgat ttcatttaga taaagtgggc tt 42 
<210> 33 
<211> 42 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia A-B codificante de hpRNA de S1P3 mejorada 
<400> 33 
ggtggccaac cacaacaact tgttgttgtg gttggccacc tt 42 
6 
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<210> 34 
<211> 42 
<212> DNA 
<213> Secuencia artificial 
 
 
<220> 
<223> Secuencia A-B codificante de hpRNA de S1P4 mejorada 
<400> 34 
gccgcgtcta cggcttcatt tatgaagccg tagacgcggc tg 42 
<210> 35 
<211> 19 
<212> RNA 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> siRNA S1P2 sentido 
<400> 35 
gcaaguucca cucggcaau 19  
<210> 36 
<211> 19 
<212> RNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> siRNA S1P2 antisentido 
<400> 36 
cguucaaggu gagccguua 19  
<210> 37 
<211> 19 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia de ADN codificante del SiRNA S1P2 sentido 
<400> 37 
gcaagttcca ctcggcaat 19  
<210> 38 
<211> 19 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia de ADN codificante del SiRNA S1P2 antisentido 
<400> 38 
attgccgagt ggaacttgc 19  
<210> 39 
<211> 38 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia A-B codificante de hpRNA de S1P2 
7 
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<400> 39 
gcaagttcca ctcggcaata ttgccgagtg gaacttgc 38 
<210> 40 
<211> 21 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> siRNA S1P2 sentido mejorada 
<400> 40 
gcaaguucca cucggcaaut t 21  
<210> 41 
<211> 21 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> siRNA S1P2 antisentido mejorada 
<400> 41 
gtcguucaag gugagccguu a 21  
<210> 42 
<211> 42 
<212> DNA  
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia A-B codificante de hpRNA de S1P2 mejorada  
<400> 42 
gcaagttcca ctcggcaatt tattgccgag tggaacttgc tg 42 
8 
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Fecha de Realización de la Opinión Escrita: 04.06.2012  
 
 
 Declaración    
     
 Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-12 SI 
  Reivindicaciones  NO 
     
 Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-12 SI 
  Reivindicaciones  NO 
 
 
 
 
  
Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicación industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de 
examen formal y técnico de la solicitud (Artículo 31.2 Ley 11/1986). 
 
Base de la Opinión.- 
 
La presente opinión se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica. 
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OPINIÓN ESCRITA 
 
Nº de solicitud: 201130365 
  
  
1. Documentos considerados.- 
 
A co ntinuación se  r elacionan l os doc umentos pertenecientes al est ado de la t écnica t omados en c onsideración para l a 
realización de esta opinión. 
 
Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 
D01 WO 20071 37400  A1 ( NST C ARDIOLOGIE M ONTREAL &  
TARDIF JEAN-CLAUDE) 
06.12.2007 
D02 Murakami A . et al . S phingosine 1 -phosphate ( S1P) regulates 
vascular contraction via S1P 3 receptor: Investigation based on a  
new S 1P3 r eceptor ant agonist. Molecular Pharmacology. 2010.  
Vol. 77, Nº. 11, página 704 – 713. ISSN 1521-0111 (electronic). 
 
D03 Wamhoff B rian R . et  al . Sphingosine-1-phosphate receptor 
subtypes differentially r egulate sm ooth muscle ce ll p henotype. 
Arteriosclerosis Thrombosis and Vascular Biology. 2008. Vol. 28, 
Nº. 8, páginas 1454-1461. ISSN 1079-5642. 
 
D04 WO 2005002559  A2 (UNIV CONNECTICUT) 13.11.2005 
 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
La presente solicitud divulga el uso  d e los i nhibidores de al guno de l os r eceptores de  S 1P: V PC23019, JT E013, W146, 
Suramina y los distintos ARNs de interferencia, para la elaboración de un medicamento para el tratamiento de l a estenosis 
aórtica calcificada. Esta aplicación se deduce del hecho de que el uso combinado de S1P Y LPS tiene un efecto aditivo en la 
expresión d el marcador t emprano de ca lcificación A LP ( ejemplo 4) . C omo se  m uestra en l a d escripción, V PC23019 y 
JTE013 disminuyen la actividad ALP. Suramina interfiere en el efecto aditivo del uso combinado de S1P y LPS, por ejercer 
un efecto anti-inflamatoria a través de la disminución de la expresión de moléculas pro-inflamatorias como COX-2 e ICAM1 
(ejemplo 5).  
 
D01 divulga productos y método para el tratamiento de la estenosis valvular calcificada, en concreto de la estenosis aórtica 
(reivindicación 4). En concreto los compuestos reivindicados se refieren a antagonistas del receptor de la HDL 
D02 divulga el efecto inhibitorio de la vasoconstricción de células de músculo liso mediada por S1P a través del uso de 
antagonistas de l os receptores S1P1 Y S1 P3. E n est e t ipo de c élulas la va soconstricción p arece se r r egulada p or do s 
eventos: el aumento de calcio intracelular, y la activación de Rho, ambos sucesos inducidos por S1P. En particular este 
estudio describe que el uso de VPC23019 atenuó el aumento de calcio intracelular inducido por S1P (figura 6), concluyendo 
que este antagonista puede ser útil para el tratamiento de enfermedades vasculares S1P inducidas, incluyendo el 
vasoespasmo. 
 
D03 divulga un estudio que describe la diferente implicación de los distintos receptores de S1P en la proliferación de células 
SMC y en la expresión fenotípica de los distintos marcadores genéticos de este tipo celular. Para llevar a cabo estos 
estudios se utilizó, entre otros inhibidores, JTE013 (figura 4).  
 
D04 d ivulga el uso de l co mpuesto F TY720, ago nista d e l os receptores de S 1P, par a l a i nhibición de l a permeabilidad 
vascular y la apoptosis. 
 
Dado que ninguno de los documentos del estado de la técnica divulgan el uso de un inhibidor de algunos de los receptores 
de la S1P para la elaboración de un medicamento para el tratamiento de la estenosis aórtica calcificada, ni permiten 
deducirlo, a partir de esos documentos tomados sólos o en combinación, la invención cumpliría con lo mencionado en los 
arts. 6 y 8 de la ley 11/1986. 
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